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Verwendung von aden'oassoziierten Viren zur Senkunq der radio- 
oder chemotherapieinduzierten Resistenz bei Krebspatienten 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von adenoassoziierten 
Viren zur Senkung der radio- oder chemotherapieinduzierten 
Resistenz bei Patienten, die an einem durch Radio- oder Chemo- ' 
therapie zu behandelnden Krebs leiden . 

pie Therapie maligner Erkrankungen erfolgte bisher neben der 
chirurgischen Entfernung von Tumoren durch ' Radio- und/oder. 
Chemo.therapie . Der Einsatz zytostatischer Agentien wird jedoch 
durch das Auf treten. von Nebenwirkungen, • insbesondere... durch die 
Ausbildung von Resistenzen, limitiert . ,. Bedingt durch diese 
Nebenwirkungen konnen Chemotherapeutika nur in begrenztem 
Umfang eingesetzt werden.' So kann nicht, mehr als eine vom 
Patienten 'tolerierbare Dosierung des Chemotherapeutikiims ein- ' 
gesetzt werden, die aber .in den meisten Fallen nur einen ge- 
ringen kurativen Effekt erzielt. . 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, 
das Problem der • durch Radio- oder Cheraotherapie induzierten 
Resistenz zu vermindern bzw. abzuschwachen. Dadurch soli die 
Uberlebensrate von Krebspatienten nach einer Radio- oder Che- 
motherapie' verbessert werden. Ferner. solleh die Folgedosen bei 
einer Radio- oder Chemotherapie gesenkt werden kSnnen. Weiteir- 
hin soil die Ansprechbarkeit von Tumorzellen auf Radio- oder 
Chemotherapie verbessert 
werden . 

Diese Aufgabe wird durch die Gegenstande der Patentanspruche 
gelost . 

Erf indungsgemaS wird durch die Verwendung von adenoassozi- 
ierten Viren- die Ausbeildung einer radio- oder chemothe- 
rapieinduzierten Resistenz bei Patienten, die an einem durch 
Radio- Oder Chemotherapie zu behandelnden. Krebs leiden. 
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. gesenkt . , 

. Uberraschenderweise wurde gefunden, daS nach einer Behandlung . 
mit humanen apathogenen - adenoassoziierten Viren (AAV) die 
Turmorzellen besser auf eine nachf olgende chemo- oder radio- ■ 
' therapeutische MaSnahme ansprechen . 

Das AAV-Virus ist ein humanes Parvovirus, das eine .Koinf ektion 
mit einem Helfervirus benotigt, damit eine produktive Inf ek- 
tion stattfinden kann. AAV inf iziert Menschen ;in fruher Kind- 
heit und gilt als apathogen, da keine menschliche Krankheit 
mit der AAV- Inf ektion -verbunden werden konnte ^ (Adv. in Vir. 
Res. 19.87, 32, 43-306) . . . ■ ■ 

Eine Inf ektion mit AAV in Kombination mit chemo- oder radio- 
therapeutischen MaSnahmen steigert nach Erkenntnis der Erfin- 
der die Ef f izienz der herkoramlichen Therapie und vermindert 
auftretende Resistenzen, so daS eine weitere Therapie erfolg- 
versprechender als bisher durchgeflihrt werden .kann. Erfin- 
dungsgemajS konnen beliebige AAV- Viren verwendet werden. Bevor- 
zugt wird das AAV-2 -Virus verwendet. 

In Tierversuchen mit immundefizienten Nacktmausen, denen sub- 
kutan kleinzellige' Bronchialkarzinomzellen implantiert wurden, 
konnte . gezeigt werden, daS eine AAV- Inf ektion, die gleichzei- 
tig mit einer chemo therapeutischen Behandlung vorgenommen 
wurde, zu einem schnelleren Riickgang der Tumoren fiihrte. In 
beiden Gruppen zeigten sich nach kurzer Zeit Rezidive. Diese 
sprachen jedoch in der AAV-inf izierten chemo therapierten Grup- 
pe auf eine erneute Chemotherapie besser an .als in der nur 
chemotherapierten Gruppe . Daraus- laSt sich erkennen, dais eine 
Inf ektion mit AAV die Ausbildung von ' Resistenzen vermindert 
Oder .sogar vermeidet. 

Die erf indungsgemaSe Verwendung der AAV- Viren kann vor, glei- 
chzeitig oder nach der chemo- oder radiotherapeutischen Be- 
handlung erfolgen. Sie erfolgt jedoch bevorzugt nach einem 
ersten chemo- oder radiotherapeutischen Behandlungszyklus . 
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Insbesondere bei Tumorarten, die per se schlecht auf eine che- 
mo- Oder radio therapeutische Behandlung ansprechen, kann es 
angezeigt sein, die Behandlung vor der oder begleitend zu der 
Chemo-/Radiotherapie durchzuf iihren, um die Eff izienz • der Be- 
handlung zu erhohen. Dadurch konnen die Behandlungsdosen ge- 
senkt werden, wodurch die. Nebenwirkungen vermindert werden 
konnen. 

Die Radio- oder Chemotherapie kann eine beliebige Radio- oder 
Chemotherapie sein, die dem zu behandelnden Krebs angepaSt 
ist.. Solche Therapien sind seit Jahren bekannt und neben der 
chirurgischen Entfernung des Tumors die etablierte Methode, um 
Krebs erkrankungen zu heilen bzw. die Lebenserwartung eines 
Patienten um einige Zeit zu erhohen. Dem Fachmann sind deshalb 
die MaSnahmen einer Radio- oder Chemotherapie bestens bekannt. 

Die erfindungsgemalSe Verwendung der AAV-Viren kann auf belie- 
bige Krebsarten wie angewendet werden, wobei beste Erfolge bei 
Colon-., Pankreas- und Hirntumoren (insbesondere Glipblastom) 
zu erwarten sind. Bevorzugt ist das kleinzellige 
Lungenkarzinom (SCLC) damit behandelbar. 

Die erf indungsgemaSe Verwendung' erfolgt •■. intravenos., per 
infusionem, intratumoral , ■ oral (auch per inhalationem) oder 
kutan. Dabei wird das Virus in einem . geeigneten, dem Ver- 
abreichungsweg angepaSten Praparat formuliert.. So ist es 
bevorzugt fiir eine intravenose (auch als Infusion) und in- 
tratumorale Verabreichung das Virus in einer physiologischen 
Kochsalzlosung, Ringerlosung oder PBS-Losung (Phosphat- 
gepuf f erte Salzlosung) , fiir eine kutane Verabreichung in Form 
einer. Salbe, Suspension oder Gel, fiir eine orale Verabreichung 
in Form von Aerosolspray bereitzustellen . 

Die verwendete Virusdosis betragt abhangig vom Korpergewicht 
des- Patienten 10^-10'° AAV- Part ike 1 /kg KG. 

Erf indungsgemafi wird auch eine pharmazeutische Zusammensetzung 
ber e i tge s t e 1 1 t , die neben dem Chemo t he r apeu t i kum 
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(Zytostatikum) adeno-assoziierte ; Viren, insbesondere AAV-2; • 
enthalt. Als Cheraotherapeutikiiin sind ■ alle bisher' in der. 
Tumor therapi e gebrauchl ichen . Chemo therapeu t ika ( Zy t os ta t ika ) 
einzeln Oder in Kombination einsetzbar, beispielsweise Cis- 
Platin, Etoposid, Methothrexat , Doxorubicin, Cyclophosphamide 
Trofosfamid, Busulfan, Cytarabin, Fluoruracil, Mercaptopurin, 
Vinblas tinsulf at , Vincristinsulf at , Bleomycinsul f at oder 
Mitomycin. So ist es bevorzugt flir eine intravenose (auch per 
infusionem) und ihtratumorale Verabreichung - eine Injek- 
tionslosung, fiir eine kutane Verabreichung in Form einer 
Salbe, fiir e ine orale Verabreichung in Form von Aerosolspray 
bereitzustellen . Als Basis fiir . die Bereitung der Infusions- 
losung " eignen sich jeweils in reiner Form bder als Mischung 
physiologische Kochsalzlosung , , Ringerlosung oder PBS. Die 
Menge an AAV richtet sich nach dem Gewicht des Patienten und 
betragt 10^-10" Partikel/kg KG . . In der pharmazeutischen 
Zusammensetzung ist diese in einer Menge fiir ein mittleres 
Korpergewicht von 70 kg enthalten. Die genaue Dosierung der 
erf indungsgemaiSen pharmazeutischen Zusammensetzung wird vom 
Arzt festgelegt und ist abhangig vom Geschlecht und Gewicht 
des Patienten, Schwere der Krankheit, Art der Verabreichung 
und geplanter Dauer der Verabreichung. Eine erf indungsgemaSe 
Zusammensetzung kann auch iibliche Hilfsstoffe enthalten. Als 
Hilfsstoffe konnen die iiblichen, wie Arzneimitteltrager , 
Bindemittel, Sprengmi ttel , Gleitmittel, Losungsmi ttel , 
Losungsvermittler , Fr e igabe - Be s chl euni ger , Freigabe- 
Verzogerer, Emulgatoren, Stabilisatoren, Farbemittel der 
Geschmackskorrgenzien verwendet werden ' : ' . . 

Die Erfindung wird anhand der beigef iigten Figuren naher erlau- 
tert. 

Figur 1 zeigt eine schematische Darstellung des zur Bestimmung 
von AAV-2 vermittelter Arzneimi ttel-sensibilisierung verwende- 
te Protokoll . Die Proliferation der ' SCLC-Zellinien nach der 
Infektion und/oder Arzneimi ttelbehandlung wurde mit dem MTT- 
Assay (J. Immunol . Methods 1983, 56, S. 55-63) bestimmt. Die 
relative Proliferation (A/Ao) wurde durch das Verhaltnis der 
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Absorption von AAV-2-inf izierten und/oder itiit dem Arzneimittel 
behandelten Zellen (A) zu . der Absorption von pseu- 
doinf izierten, unbehandelten Zellen (Ao) berechnet. 

Die Figuren 2a+b zeigen die AAV-vermittelte Sensibilisierung 
der SCLC-Zellinien gegeniiber Cis-Platin, die relative Prolife- 
ration (A/Ao) der SCLC-Zellinien, ' NCI-H209 (Figur 2a) und 
NCI-H446 (Figur 2b) nach Pseudoinf ektion (a: PBS allein; b: 
infiziert mit einem hitzeinaktivierten Gradienten von Ad2- 
inf izierten Zellen) oder Infektion mit verschiedenen Multipli- 
zitaten einer Infektion rait AAV-2 mit (graue Saulen) oder ohne 
(weiSe Saulen) anschlielSende Behandlung mit IC50 von Cisplatin 
gemafi Tabelle 1 (TCID, in der Gewebekultur infektiose Dosis) . 

Die Figur 3 zeigt die AAV-vermittelte Sensibilisierung von von 
NCI-H209-Zellen abgeleiteten Tumoren in Nacktmausen (5 Mause 
pro Gruppe) . Die Dosis an Cis-Platin war 3 mg/kg Korpergewicht 
(wochentliche Verabreichung) . Die Etoposid-Dosis betrug 7,5 
mg/kg Korpergewicht (dreimal wochentlich verabreicht) . AAV-2 
wurde in ■ einer MOI von 10^ TCID/Tier wochentlich verabreicht. 
Pfeile zeigen die Anderung der Behandlungsmodalitaten an: - 
Unterbrechung der Arzneis toff behandlung und AAV-2 -Infektion; + 
Beginn der Behandlung und der Infektion. 

Die Erfindung wird am Beispiel des kleinzelligen Lungenkarzi- 
noms (SCLC) naher erlautert. Dieser Karzinomtyp ist im all- 
gemeinen durch eine anfanglich effektive Chemotherapie und 
Remission des Tumors gekennzeichnet . Jedoch erleiden fast alle 
Patienten ein Rezidiv, das durch eine Resistenz der Tumorzel- 
len gegeniiber der zuerst angewendeten Chemotherapie entstanden 
ist (iiblicherweise Cisplatin/Etoposid) . Daher wurde in einem 
Modellsystem mit einer menschlichen kleinzelligen-Lungenkarzi- 
nom-Zellinie getestet, ob eine Infektion mit AAV die zytotoxi- 
sche Wirkung. der Chemotherapeutika in der Zellkultur und in 
Tumoren bei immungestorten Mausen verstarkt. Es wird gezeigt, 
daE die Infektion mit AAV signifikant die Wirksamkeit der 
chemotherapeutischen Behandlung an SCLC-T\imorzellen und -Tumo- 
ren erhoht . 
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> ' . - ■ . , Beispiel - 1 , ■ 

Sensibilisiemng von SCLC-Zelliixien gegenuber Cis-Platin und 
Etoposid durch AAV-Inf ektion 

Kleinzellige Lungenkrebszellinien .(NCI-H69, NCI-H164,' NCI-H209 
und NCI-H446) (Cancer Res . , 1980, 40, 3502-3507; Cancer Res . , 
1985, 45, 2913-2923) wurderi in .RPMI-1640-Medium (Eurobio, 
Raunheim, Deutschland) geziichtet.. HeLa-Zellen wurden in -DMEN 
(Eurobio, Raunheim,' Deutschland) .gezuchtet. Alle Wachstums- 
raedien wurden mit Glutamin (Eurobio, 1%), Antibiotika (Peni- 
cillin und Streptomycin) und 10% hitzeinaktiviertem fotalem 
Kalberserum (PAA, Linz , Osterreich) supplementiert . Die Kultu- 
ren wurden bei 3 7°C in einer Feuchtatmosphare mit 5% CO2 inku- 
biert und regelmaEig auf Mycoplasmenverunreinigungen getestet. 

Das adeno-assoziierte Virus Typ 2 (AAV-r2) wurde in HeLa-Zellen 
unter Verwendung yon Adenovirus Typ 2 (Ad-2) als Heifer ver- 
mehrt . AAV wurde in einera Casium-chloridgradienten gereinigt 
und' wie in J. 'Gen. Virol., 1994, 74, .2655-2662 beschrieben 
titriert. Die Adenovirus Typ 2 Inokula waren geklarte ' Uber- 
stande, von. Ad2-inf izierten HeLa-Zellen. 

Die SCLC-Zellen wurden in PBS suspendiert und mit gereinigtem 
AAV-2 in den angegebenen Multiplizitaten der Infektion (MOD 
inkubiert. Nach 45 min bei 37°C wurde nichtgebundenes , absor- 
biertes Virus durch . Waschen mit PBS entfernt und das Wachs- 
tumsmedium wurde ■ erganzt . Als , Kontrollen ( Pseudoinf ektion) 
wurden entweder PBS oder die hitzeinaktivierte Fraktion (56°C, 
3 0 min. ) eines CsCl-Gradienten von mit Ad-2 infizierten Zellen 
alleine verwendet, wobei die Dichte (1,14 g/cm^) der AAV-2- 
haltigen Fraktion, die bei der AAV-2- Re inigung verwendet wur- 
de, in den jeweiligen Experimenten angegeben ist. Das Volu- 
men/Zell-Verhaltnis bei diesen Experimenten war 50mal grSSer 
(5ml/10^ Zellen) als das , das fur die AAV-Inf ektionen verwendet 
wurde. 


Die AAV-2- Oder pseudoinf izierten Zellen wurden mit Cis-Platin 
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(Astra Medica, Frankfurt /Main, Deutschland) oder Etoposid 
(Bristol, Miinchen, Deutschland) oder beiden in einem Verhalt- 
nis [Cisplatin: Etoposide = 1:2,5], behandelt, wobei die Arz- 
neistof fe aufgelost in PBS dem Medium in der angegebenen Kon- 
zentration zugesetzt vmrde. 

Die Proliferation der SCLC-Zellen nach der Infektion mit AAV-2 
und/oder Behandlung mit Chemotherapeutika wurde durch den 
modifizierten MTT-Test bestimmt (J. Immunol. Methods, 1983, 
56, 55-63) .' Nach der Infektion oder Pseudoinf ektion wurden die 
Zellen in Platten mit 24 Kavitaten in einer Dichte von 10^ 
Zellen/Kavitat ausgebracht und mit den Chemotherapeutika in 
den angegebenen Konzentrationen behandelt. Nach- sechs Tagen 
(NCI-H69, NCI-H446) bzw. acht Tagen (NCI-H146, NCI-H209) wurde 
der Kultur MTT ( (3- (4 , 5-Dimethylthiazol-2-yl) -2 , 5-diphenylte- 
trazoliumbromid; Sigma, Deisenhofen, Deutschland) bis zu einer 
Endkonzentration von 0,5 mg/ml zugesetzt. Die Kulturen wurden 
dann 4 h bei 37°C inkubiert, urn eine Reduktion von MTT zu 
blauem Formazan durch- mitochondriale Dehydrogenasen (Arch. 
Biochem. Biophys., 1993, 303, 474-482) zu erlauben, was eine 
aktive Proliferation der Zellen anzeigt . Die Zellen wurden 
zentrif iguert, mit PBS gewaschen und Formazan wurde in Isopro- 
panol solubilisiert . Die ausgefallten Proteine wurden durch 
Zentrifugation (1000 UpM, 15 min) pelletiert und 200 //1-Proben 
des Uberstands wurden gemessen, um die optische Dichte bei 540 
nm (OD540) zu bestiramen, wobei die OD690 als Referenz und ein 
Titertek Multiskan plus MKII-Densitometer verwendet wurden 
(Lab Systems, Finnland) . 

Die relative Proliferation (A/Ao) wurde als das ■ Verhaltnis der 
in dem Uberstand von AAV-2-inf izierten und/oder mit Arznei- 
stof f behandelteh Zellen gemessene Absorption. (A) , verglichen 
mit der Absorption, die fiir den Uberstand der pseudoinfizier- 
ten Zellen und unbehandelten Kontrollzellen gemessen wurde 
(Aoj definiert. Der IC50-Wert wurde als die Arzneistof f-Kon- 
zentrationen, die zu einer 50%-igen Hemmung der" Proliferation 
fiihrten, definiert. 
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Die rait AAV-2 inf izierten . Zellen . ■ (MOI-Werte . wie' angegeben) 
Oder pseudoinf izierten Zellen wurden in Flatten mit 24 Kavita- 
ten ausgebracht und mit Cisplatin behandelt. Nach sechs bzw. 
acht Tagen wurde die relative' Proliferation bestimmt. Zusatz- 
lich wurden kinetische > Studien durchgef iihrt , urn die optimalen. 
Behandlungsmodalitaten fur . SCLC-Zellen' nach einer AAV- Inf ek- 
tion zu bestimmen.. In diesen Untersuchungen wurde gezeigt, dafi 
die AAV-vermi ttelte Sensibilisierung eine bis drei Stunden 
nach der Infektion maximal war.' . Bei dieser Untersuchung wur- 
den die Chemotherapeutika drei Stunden nach der AAV-Inf ektion 
verabreicht. Um Effekte, die auf nach der Reinigung mit dem 
CsCl-Gradienten und der Ad2-Hitzeinaktivierung noch. vorhandene 
Faktoren zuriickzufuhren sind, auszuschlieSen, wurde eine Kon- 
'trolle der Pseudoinf ektion mit PBS zusatzlich zu der Pseudoin- 
•fektion mit der Fraktion des jeweiligen Gradienten • eines 
Zellysats von mit. Ad2 inf izierten Zellen durchgef uhrt . 

Es wurde die relative Proliferation von NCI-H209- und NCI- 
H446-SCLC-Zellen nach der Infektion mit verschiedenen Vielfa- 
chen der infektiosen Einheiten (MOT) vonb AAV-2 (10^-10^ in der 
Gewebekultur infektiose Dosis (TCID) pro Zelle) mit und ohne 
anschlieSende Behandlung mit Cisplatin bei den in Tabelle 1 
aufgefiihrten IG50-Werten gemessen. 

Tabelle 1 


Konzentrati'on der Chemotherapeutika, die zu einer 50%-igen 
Hemmung. der Proliferation (IC50) der SCLC-Zellinien fuhren 


NCI-H69 

0,2 

0,26 

0, 08/0,2 

NCI-H146 

0, 11 

0, 025 . 

0,008/0,02 

NCI-H209 

0,007 

0,053 ^ . 

0 , 006/0, 015 

NCI-H446 

0,15 

0,21 

0, 042/0, 105 
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Wie in Tabelle 1 gezeigt, zeigten die SCLC-Zellinien • NCI-H69 
und NCI-H446 eine hohe intrinsische Resistenz gegeniiber beiden 
Arzneimitteln, wobei ' die Empf indlichkeit gegeniiber der Cis- 
platin/Etoposide-Behandlung niedriger war, wohingegen NCI- 
H146-Zellen gegeniiber Etoposide hoch empf indlich waren und die 
NCI-H209-Zellen gegeniiber beiden Arzneistof f en hoch empfind- 

■ lich waren. ■ ' • 

•Wie aus Figur 2 (a+b) hervorgeht, fiihrte die AAV-2-Inf ektion 
zu einer Abnahitie der Prolif erationsrate der mit Cisplatin 
behandelten Zellen bei einer MOI von 10^ bis 10^ TCID/Zelle. 
Die Inf ektion mit einer MOI von 10^ TCID/Zelle fiihrte zu keiner 
weiteren Verstarkung. Keine signifikante Hemmung der Prolife- 
ration wurde nach der Inf ektion mit niedrigeren MOI-Werten von 
AAV-2 Oder nach der Pseudoinf ektion beobachtet, was eine spe- 
zifische Wirkung infolge der Infektion mit hoher MOI von AAV-2 
anzeigt. Die relative Proliferation in AAV-2 infizierten (10^"^ 

■ AAV/Zelle) und mit Cisplatin; behandelten (IC50) Zellen wurde 
auf 0,29 in NCI-H446-Zellen und auf 0,25 in NCI-H209-Zellen 
verglichen mit der relativen Proliferation in nur rait Cispla- 
tin behandelten (IC50) Zellen (0,59 in NCI-H446-Zellen und 0,5 
in NCI-H2 09-Zellen) erniedrigt. 


Beispiel 2 

Quantitative Bestiiranung der AAV-2-vermittelten Arzneistof f- 
sensibilisierung von SCLC-Zeliinien 

Um die Sensibilisierung von Zellen gegeniiber Chemotherapeutika 
nach Infektion mit AAV-2 quant i tat iv zu bestiramen, wurden 
Dosis-Antwort-Kurven aufgestellt. Es wurde die relative Proli- 
feration der Zellinien nach einer Pseudoinf ektion (PBS) oder 
AAV- Infektion mit 10^ oder 10^ TCID/Zelle und anschliegende 
Behandlung mit verschiedenen Konzeritrationen von Cisplatin 
Oder Etoposide oder eine Kombination beider Arzneimittel be- 
stimmt (Tabelle 2) . 
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■ I ■ •' Tabelle 2 ' " • ■ ■ / 


Sensibilisierungsfaktor von SCLC-Zel linien , die mi t Cisplatin • 
und/oder Etoposide . , ;. 

beharidelt und mit AAV infiziert wurden. 


Zellinie 


Ssns zLIdiL 1 i s i sjru.ri^s ~ 
faktor (A/Ao)* " 
10^ Ip. AAV/Zelle 

NCI-H69 

cisplatin 
Etoposide 

Cisplatin/Etoposide 

1,43 

1,30 . . ; ' ' 
a , 45 ■ 

NCI-H146 

Cisplatin 
Etoposide 

Cisplatin/Etoposide 

• 1, 37 . 
1,33 

NCI-H209 

Cisplatin 
Etoposide 

Cisplatin/Etoposide 

■ 2,33' 
■ ; 2, 12 
■ ; ■ 2, 00 

NCI-H446 

Cisplatin 
Etoposide 

Cisplatin/Etoposide 

2, 50 
3 , 00 ■ ' 
3 , 00 


*Die relative Proliferation (A/Ao) wurde durch das Verbal tnis 
der Absorption von mit AAV-2-inf izierten und/oder mit Arznei- 
stoff behandelten (A) Zellen zu der Absorption der pseudoinfi- 
zierten, unbebandelten Kontrollen (Ao) berechnet 


Die Sensibilisierungsfaktoren (SF) wurden als das Verhaltnis 
der IC50-Werte infizierter Zellen verglichen mit ' den IC50- 
Werten pseudoinf izierter Zellen definiert. Der Sensibilisie- 
rungsfaktor gibt den Faktor an, um den die Konzentration eines 
Chemotherapeutikums nach Infektion mit AAV-2 erniedrigt werden 
kann', um den gleichen Grad an Proliferationshemmung zu erhal- 
ten. Wie in Tabelle 2 zusammengef alSt war die Sensibilisierung 
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durch. AAV-2 in NCI-H69- und NCI-H146 maSig ( maximal er SF etwa 
1,4 bei einer MOI von 10* TCID/Zellen) . Die Infektion von NCI- 
H2 09 Oder NCI-H446 induzierte eine signif ikantere MOI-abhangi- 
ge " Sensibilisierung (maximaler SF etwa 3 (NCI-H446) und 2,3 
'(NCI-H209) bei einer. MOI von 10" TCID/Zelle) . Die AAV-2 ver- 
mittelte Sensibilisierung hing.von dem verwendeten Chemothera- 
peutikum nicht ab. ■ ' 

Beispiel 3 

AAV-2 -vermittelte Arzneistoff sensibilisierung von NCI-H209- 
atbgeleiteten Tiimoren in Nacktmausen 

H209 ist eine . Zellinie, die von einem Tumor abgeleitet ist, 
der. vor der Ziichtung nicht chemotherapeutisch behandelt wurde 
.und nicht arzneimittelresistent ist . 

Weibliche. ■ Nacktmause (CDl-nu/nu) von If fa Credo (Brussel, 
Belgien) . wurden in Isolatoren.-gehalten, und erhielten Wasser 
und Nahrung nach Belieben.. Experimentell wachsehde SCLC-Zellen 
(H209) wurden. subcutan den sechs Wochen alten Mausen (10'^ 
Zellen in 100 /il PBS- pro Tier) in die Flanke inj iziert / . Fiinf 
Monate nach .der Inokulation der Zellen, • als die Tumore ein 
Durchschnittsvo lumen von 200 mm-' - erreicht. hatten, wurden die 
Tiere wochentlich mit AAV-2 {intratTomorale Injektion von 10^ in 
der Gewebekultur inf ektiosen Dosen . (TCID) ) infiziert und/oder 
mit Chemotherapeutica .durch intraperitoneale Injektion von 3 

■mg/kg Korpergewicht- Cis-Platin (wochentlich) und 7,5 mg/kg 
K5rpergewicht Etoposid (dreimal wochentlich) behandelt. Ein- 

■. zelheiten des Beginns und des Endes der Behandlung sind in 
Figur 3 angegeben. In jeder Gruppe (Kontrolle, . chemotherapeu- 
tische Behandlung, AAV2-Inf ektion, Behandlung Infektion) , 
wurden fiinf Tiere aufgenommen. Die infizierten und nicht-infi- 
zierten Tiere wurden' in separaten Isolatoren gehalten. . Die 
Tiomordurchmesser ' wurden wochentlich gemessen und das T\amorvo- 
lumen wurde durch die Forme 1 Tumorvoliamen = ^2 x Breite x 
Tiefe x Hohe bestimmt. Das relative Tumorvoltimen . (V/Vo) wurde 
fur jedes Tier und jeden Zeitpunkt bestimmt ( Verbal tnis des 
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■ :. ^2 . ' ' 

Tumorvo lumens [V] verglichen mit dem Tximor zu Beginn der Be- 
handlung [Vo]') 

Wie aus Figur 3 hervorgeht, 'fuhrte.die Behandlung rait Chemo- 
therapeutika zu einer raschen Abnahme der Tumorvolumina und 
einer vollstandigen- Regression nach dreiwochiger Behandlung. 
Die Kombination von Chemotherapie mit AAV2-Inf ektion fuhrte zu 
einer rascheren Abnahme- der Tumorvolumina verglichen mit Tie- 
ren, die nur eine Chemotherapie .erhalten hatten, was eine 

_ Sensibilisierung der durch den Arzneistoff behandelten Tumor- 
zellen durch AAV-2 anzeigt. Die Inf ektion mit AAV-2 alleine 
hatte keine signifikante Wirkung, und die Tumorvolumina nahmen 
in gleichem Umfang wie bei den unbehandelten Kontrollen zu. 
Die Behandlung wurde nach vollstadniger Regression der Tumore 
unterbrochen und wurde bei einem Rezidiv wieder aufgenommen. 
Die Behandlung von Rezidiven war bei Tieren, die nur eine 
Arzneimittelbehandlung erhalten hatten weniger effektiv, ver- 
glichen mit der- bei AAV-inf izierten und. chemotherapeutisch 
behandelten Tiere . Dies zeigt die Entwicklung einer Resistenz 

, gegenuber der anf anglichen- Behandlung bei- mindestens der che- 
motherapeutisch behandelten Tiergruppe an. Die Rezidive in mit 
AAV-2 behandelten Tieren waren weiterhin gegenuber der Behand- 
lung mit Cis-Platin und Etoposid empfindlich, aber die Tumor- 
regression war langsamer verglichen mit der Regression der 
anf anglichen Tumore. In Woche 9 bildeten sich bei 3 von 5 mit 
AAV-2 inf izierten Tieren die Tumore vollstandig zurtick, im 
Gegensatz zu den Tumoren bei Tieren, die nur mit Chemothera- 
peutika behandelt warden, wobei eine vollstandige Regression 
der Tumore nicht induziert wurde. 
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PATENTANSPRUCHE 


PCT/DE99/017n 


1) Verwendung von adenoassoziierten Viren zur Senkung der 
radio- oder chemotherapieinduzierten Resistenz bei Pa- 

. tienten, die an einem durch Radio- oder Chemotherapie zu 
behandelnden Krebs leiden. 

2) ' Verwendung nach Anspruch 1, wobei die adenoassoziierten 

Viren in einer Dosis von 10'-10^° AAV-Partikel/kg KG 
eingesetzt werden. 

3) ^ Verwendung nach einem der Anspriiche 1. bis 2, wobei das. 

adenoassoziierte Virus adenoassoziiertes Virus 2 (AAV-2) 
ist . 

4) Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei der 
durch Radio- oder Chemotherapie zu behandelnden Krebs ein 
Colon-, Pankreas- oder Hirntumor oder kleinzelliges Lun- 
genkarzinom ist. 

5) Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die 
Verwendung intravenos, kutan, oral oder intra t\imoral 
erfolgt . 

6) Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei die 
■ Verwendung vor , nach oder gleichzeitig zu einer Chemo- 

oder Radiotherapie erfolgt. 

7) Pharmazeutische Zus ammens e t zung enthaltend ein 
Chemotherapeutikum und adenoassozierte Viren. 

8) ' Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 7, wobei 

das Chemotherapeutikum Cis-Platin und/oder Etoposid ist. 

9) Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 7 oder 8, 
wobei diese eine Injektions- oder Inf usionslosung, ein 
Aerosolspray oder eine Salbe ist. 



wo 99/64024 



1/4 



PCT/DE99/01711 


wo 99/64024 



PCT/DE99/01711 



CD 


(OVA/') uo!iBJ8i!|OJd aAiiSiay 


I 


i 


wo 99/64024 


3/4 


PCT/DE99/01711 



(ova?') uoijBja^iioJd SAHBiey 


4 

I 


wo 99/64024 


PCT/DE99/01711 


4/4 



to ui ^ r> T- o 

(ojL/i) U9uun|0AJ0iuni 


m4f 


Pf^T ^^WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGEN 

* ^ -■- Internationales Biiro 

INTERNATIONALE ^TOIELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG tJBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 


(51) Internationale Patentklassiiikation ^ : 
A61K 35/76 


(11) Internationale VeroffenUichungsnuramer: WO 99/64024 

16.Dezember 1999 (16.12.99) 


(43) Internationales 

Veroflentlichungsdatum: 


(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 


PCT/DE99/01711 
?. Juni 1999 (08.06.99) 


(30) Prioritatsdaten: 

198 25 620.5 


8. Juni 1998 (08.06.98) 


(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM 
STIFTUNG DES OFFENTLICHEN RECHTS [DE/DE]; In 
Neuenheimer Feld 280, D-6912Ci Heidelberg (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erflnder/Anmelder (nur fiir US): VON 
KNEBEL-DOEBERITZ, Magnus [DE/DE]; Rainweg 93, 
D-69118 Heidelberg (DE). KLEIN-BAUERNSCHMITT, 
Petra [DE/DE]; Klingenweg 1, D-69118 Heidelberg 
(DE). ZUR HAUSEN, Harald [DE/DE]; Eichenstrasse 1, 
D-69483 Waldmichelbach (DE). SCHLEHOFER, JOrg 
[DE/DE]; Feilgasse 14, D-69181 Leimen (DE). 

(74) An wait: SCHtlSSLER, Andrea; Truderinger Strasse 246, 
D-81825 MUnchen (DE). . 


(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, europaisches Patent (AT, BE, 
CH, CY, DE, DK, ES, FI. FR, GB, GR, IE, IT, LU. MC, 
NL, PT, SE). 


VerofTentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 

Vor Ablauf der fur Anderungen der Anspriiche zugelassenen 
Frist. Veroffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 


(88) Veroffentlichungsdatum des internationalen Recherchenbe- 
•■'chts: 9. Marz 2000 (09.03.00) 


(54) Title: USE OF ADENO-ASSOCIATED VIRUSES FOR DECREASING THE RADIOTHERAPY-INDUCED OR CHEMOTHER- 
APY-INDUCED RESISTANCE IN CANCER PATIENTS 

(54) Bezeichnung: VERWENDUNG VON ADENOASSOZIIERTEN VIREN ZUR SENKUNG DER RADICi- ODER CHEMOTHERA- 
PIEINDUZIERTEN RESISTENZ BEI KREBSPATIENTEN 


The invention relates to the use of adeno-associated viruses for decreasing the radiotherapy-induced or chemotherapy-induced 
resistance in patients who suffer from a cancer which is to be treated by radiotherapy or chemotherapy. 


Die Erfindung betrifft die Verwendung von adenoassoziierten Viren zur Senkung der radio- oder chemotherapieinduzierten Resistenz 
bei Patienten, die an einem durch Radio- oder Chemotherapie zu behandelnden Krebs leiden. 


LEDIGLICH Zm INFORMATION 


Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schnften, die Internationale Anmeidungen gemass dem 
PCX veroffentlichen. 


AL 

Albanien , 

ES 


LS 

Lesotho 

SI 

Slowenicn 

AM . ■ 

Armcnicn : - : 

FI 

Finnland 

LT 

Lilaucn . . ■ . 

SK 

Slowakei 

AT 

Osterreich , 

FR 

Frankreich , 

LU 

. Luxemburg ■ 

SN 


AU 

Australien 

GA 

Gabun ' 

LV 

Leitland . 

sz 

Swasiland 

AZ 

Aserbaidschan 

GB 

Vereimgies Konigreich 

MC 

Monaco 

TD 

Tschad . 

BA 

Bosnien -Herzegowina 

GE 

Georgien 

MD 

Republik Moldau 

TO 

: Togo 

BB 

Barbados 

GH 

•Ghana 

MG 

Madagaskar • 

TJ 

Tadschikistan 

BE 


GN 

Guinea 

MK 

Die ehemalige jugoslawischc 

. TM 

Turkmenistan 

BF 

Burkina Faso 

GK 

Gricchenland 


Republik Mazedonien 

TR 

TOrkci 

EG 

Bulgarien 

HU 

Ungam 

ML 

Mali 

TT 

Trinidad und Tobago 

BJ 


IE 

Irland 

MN 

Mongolei 

DA 

Ukraine 

BR 

Brasilien 

; IL 


MR 

Mauretanien 

UG 


BY 

Belarus 

IS 


MW 

Malawi 

US 

Vereinigte Staaicn vo 

CA 

Kanada • 

IT 

Italien 

MX 



Amerika ■ 

CK 

Zentralafnkanischc Republilc 

JP 


NE 


■ uz 

Usbekistan ■ 

CG 


KE 


NL. 

Niederlande 

. VN ■ 

Vietnam 

CH 

Schweiz 

KG 

Kirgisistan ■ 

NO 

Norwegen 

vu 

Jugoslawien 

GI 

Cate d'lvoire - 

KP 

Dcmokratischc Volksicpublik 

NZ 

Neusccland 

zw 

Zimbabwe 

CM 

Kamerun 



PL 

Polcn 



CN 

China 

KR 

Republik Korea 

PT 

Portugal 



Cb 

Kuba 

KZ 

. Kasachslan 

RO 

Rumanien 



cz 

Tschechische Republik • 

LC 


RU 

Russische Federation 



DE 

Dcutschland 

LI 

Liechtenstein 

. SD 




DK 

DSnemark ■ 

LK 

Sn Lanka 

SE 

Schwedcn ■ 



EE 

Estland 

LK 


SG 

Singapur 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


'CT/DE 99/01711 


A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 . A61K35/76 



According to Inlemational Patent Classification (IPC) or to b 

oth national classification and IPC 


B. FIELDS SEARCHED 

IPC 6 A61K C12N 

lowed by classification symbols) 



n to the extent that such documents are inclu 

dad In the fields searched 

Electronic data base consulted during the international sea 

ch (name of data base and, \yhere practical, 

search terms used) 


Category ' Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


"Improved 


KLEIN-BAUERNSCHMITT P ET AL: 
efficacy of chemotherapy by 
parvovirus-mediated sensitisation of human 
tumour cells." 

EUROPEAN JOURNAL OF CANCER, (1996 SEP) 32A 
(10) 1774-80. , XP000867207 
page 1774, column 1, paragraph 1 - 
paragraph 2 

page 1775, column 2, paragraph 5 
page 1777, column 2, paragraph 4 

WO 96 18737 A (DEUTSCHES KREBSFORSCH 

;BUERKLE ALEXANDER (DE); ZUR HAUSEN HARALD 

0 20 June 1996 (1996-06-20) 

page 1, paragraph 1 -page 2, paragraph 1; 

claims 1-3,8 

page 3, paragraph 3 

page 3, paragraph 6 

. . ■ _/__ 


I X| further documents are listed in the continuation of box C. 

° Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 
. filing date 

document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means - 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


7,9 
1 


0 


Patent family members are listed in ar 


" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
citad to understand the principle or theory undertying the 
invention 

document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 
■ document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other suchdocu- 
s. such combination being obvious to a person skilled 


of the sa 


e patent family 


to international » 


14 January 2000 

I and mailing address of the ISA' 

European Patent Office, P.B. 5818 Palentlaan 2 
NL-2280HVRIiswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl 
Fax: (+31-70) 340-3016 

Form PCT/ISA«10 (second sheet) (July 1992) 


Dale o( mailing of the international search report 

27/01/2000 


Authorized officer 


Charles, D 


page 1 of 2 


INTERNA1TONAL SEARCH REPORT 


r ial Application No 

T/DE 99/01711 


C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category " . Citation o 


Relevant to claim No. 


HILLGENBERG M ET AL: "Enhaneed 
sensitivity of , small cell lung cancer cell 
lines to cispTatin and etoposide after 
infection with adeno-associated virus type 
2." ■ • 

EUROPEAN JOURNAL OF CANCER, (1999 JAN) .35 
(1) 106-10. , XP000867208 
page. 106, column 1, paragraph 1 -column 2, 
paragraph 1 

page 107, column 2, paragraph 4 
page 109, column 2, paragraph 2 
page 110,, column 1, paragraph 3 


7-9 


Fomn PCT/ISAffllO (condnoation of second sheet) (July 1992) 


page 2 of 2 


INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


rnation on patent family members 


||eri nal Application No 

rCT/DE 99/01711 


Publication 

Patent family 

Publication 

date 

. fnember(s) 

date 


20-06-1996 


DE 
EP 
JP 


4444949 C 
0871742 A 
10510160 T 


21-11-1996 
21-10-1998 
06-10-1998 


Fom) PCT/ISA/210 {patent family annex) (July 1992) 


INTERNAHONALER RECHERCHENBERICHT 


fc rn lales Aktenzeichen 

h/DE 99/01711 


Nach der Internationalen Patentklassilikalion (IPK) Oder nach der nationaten Kl 


Recherchierter Mindestprufstotf (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbola ) 

irN 0 AolK C12N 


)H gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter dia recherchierten Gebiate fallen 
sultierte elektronische Datenbank (Name der Dalenbank und ev 


lEUNTERLAGEN 


Kategone- Bezeichnung der Veroffentlichur^, so.el. ertordertlch ureter Angabe der In Betracht kommendan Teilo Z 


KLEIN-BAUERNSCHMITT. P ET AL: "Improved 
efficacy of chemotherapy by 
parvovirus-mediated sensitisation of human 
tumour cells." 

EUROPEAN JOURNAL OF CANCER; (1996 SEP) 32A 

(10) 1774-80. , XP000867207 . 

Seite 1774, Spalte 1, Absatz 1 - Absatz 2 

Selte 1775, Spalte 2, Absatz 5 

Seite 1777, Spalte 2, Absatz 4 

WO 96 18737 A (DEUTSCHES KREBSFORSCH 
jBUERKLE ALEXANDER (DE); ZUR HAUSEN HARALD 
() 20. Juni 1996 (1996-06-20) 
Seite 1, Absatz 1 -Seite 2, Absatz !• 
Anspriiche 1-3,8 
Seite 3, Absatz 3 
Seite 3, Absatz 6 ^ 

■ ■ : -/— . , 


1-6 


7,9 


m 


ilere VeroHentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 


" Besondere Kategorien von angegebenen Veroffenlllchungen : 

^ablS'lVrLcifn^" K^^'"®*"'"^'^"'' derTechnikdelinien, 
aber nicht als besondsrs bedeutsam anzusehen ist 

^"®'^^°°';'J™"'.'^?si8cioch erst arn Oder nach dem intemationaler) 
Anmeldedatum veroftentllcht worden ist '"muibh 
"L" Verolfentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft ar 
scheinen zu lassen, Oder durch die das VeroffentliclTungstS e^e" 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffenllichung belegt werdi 
aSsgefQtirt'r basonderen Grund angegeben ist (wie 

"O" Veroftentlichung, die sichauf sine mundliche Offenbarung 
•P" vi',1®«r®.?"'J""3'.®'™ A"is'«"""g Oder andere MaSnahmen bezieht 
P Verotfentlichung. die vordem internationalen Anmeldedatum aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verotlentllchl worden ist 


Slehe Anhang Patentfamiiie 


Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

14, Januar 2000 


ie und Postansctirift der Internationalen Recherchenbehbrde 

Europalsches Patentamt, P.B, 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 

an PCT/lSA/21 0 (Kan 2) (JuU 1 992) 


^o'illr^^m 2'''®5'i'=!l"['9' "^'^ "^^^^ internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Priontatsdatumveroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldungnichtkollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
f h^oSgSn ilt^^"*^ ''""''P' '^^ zugrundellegenden 
"^^ '^^InH^J!!!!'^'^'^'!? besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
pZri^hth^"'!.^'^ T^^' Veroftentlichung nicht als neu Oder aul ^ 

^ erf indenscher TStigkeit beruhend betrachtet werden 

" "Y" Verotfentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspnichte Erfindunq 
Kann nicnt als aul eriindenscher Tatigkeit beruhend betrachtet 
weraen wenn die Verotfentlichung mit einer Oder mahreren I 
^^icl w^i^i;"^®". '<a<egoria in Vertiindung gebracht 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend if 
Veroffenllichung, die Mitglied derselben Patentfamiiie 


Absendedalum des internationalen Recherchenberichts 

27/01/2000 

Bevollmachtigter Bediensteter 

Charles, D 


Seite 1 von 2 


INTERNATIONALES^ RECHERCHENBERICHT 


en . lales Aktenzefchen 

fcl/DE 99/01711 


C.(F0rtsetzung> ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTEHLAGEN 


Kategorie" j ■ Bezeichnung der Voroflentlichung, sowett ertorderlich unter Angab© dsr in Betracht kommenden Tails 


Betr! Anspruch N 


P,X 


HILLGENBERG M ET AL: "Enhanced 
sensitivity of small cell Tung cancer cell 
lines to cisplatin and etoposide after 
infection with adeho-associated virus type 

2." 

EUROPEAN JOURNAL OF CANCER, (1999 JAN.) 35 
(1) 106-10. s XPObO867208 
Seite 106, Spalte 1, Absatz 1 -Spalte_2, 
Absatz 1 

Seite 107, Spalte 2, Absatz 4 
Seite 109, Spalte 2, Absatz 2 
Seite 110, Spalte 1, Absatz 3 


7-9 


Formblatt PCT/ISA/210(FortseOung von Blatt2>(Juli 1992) 


Seite 2 von 2 


INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Verdflentlichuno^^^ zur selbsn Patentfamilie gehoren 


srn ales Aktenzeichen 

tl/DE 99/01711 


Im Recherchenbsricht 
angefiihrtes Patentdokument 

Verbffentlichung 

Mitglied(er) der 
Patentfamilie 

Datum der 
Veroffentllchung 

WO 9618737 A 

20-06-1996 

DE 

4444949 

C 

21-11-1996 



EP 

0871742 

A 

21-10-1998 



JP 

10510160 

T 

06-10-1998 


Fomiblan PCT/lSA/210(Anhang Palentlamili8)(Juli 1992) 


